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RESUMO 
O Brasil é o principal produtor mundial de mamão, sendo responsável por 10% da área 
plantada e 25% da produção mundial em 2006, o que mostra uma alta produtividade da 
cultura no país. O desenvolvimento da cultura do mamoeiro tem sido limitado por diversos 
fatores como os relacionados à sua natureza dióica, à heterozigose, à suscetibilidade a 
doenças e à falta de métodos comerciais de multiplicação vegetativa. A embriogênese 
somática tem sido bem estudada em vários cultivares comerciais de mamoeiro. Esta técnica 
é, portanto, o meio pelo qual células somáticas se desenvolvem em estruturas que se 
assemelham aos embriões zigóticos (isto é, bipolar e sem conexão vascular ao tecido 
parental) com uma série de estádios embriológicos característicos, sem fusão de gametas. 
O presente trabalho teve como objetivo induzir e desenvolver calos e embriões somáticos da 
variedade de mamoeiro Sunrise a partir de sementes oriundas de frutos imaturos de mamão 
presentes no BAG de mamão (Banco Ativo de Germoplasma) situado na Embrapa 
Mandioca e Fruticultura. Os frutos imaturos com aproximadamente 90 a 120 dias foram 
coletados no BAG, lavados com água corrente e hipoclorito 2%, e posteriormente, 
encaminhados para câmara de fluxo laminar, onde foi realizado o processo de desinfestação 
em condições assépticas.  O meio de cultura foi composto de 1/2MS suplementado com 
10mg/L de 2,4-D (ácido diclorofenoxiacético), 60g/L de sacarose, 10ml/L de  vitamina de 
mamão (L-Glutamina, myo-inositol, thiamina, glycine, ácido nicotínico e piridoxina), 8g/L de 
ágar e pH 5,8.Para o estabelecimento da curva de seleção com calos embriogênicos de 
mamão utilizando como agente seletivo glufosinato de amônio. As concentração usadas 
foram 0; 1; 2,5; 5; 10 e 15 mg/L. A formação de calos contendo embriões somáticos 
primários iniciou-se três a quatro semanas após a inoculação in vitro dos explantes, contudo 
pode-se observar um maior número de explantes em estádios mais tardios (torpedo e 
cotiledonar) após cinco semanas de cultivo.  Para o experimento da curva de seleção com o 
herbicida glufosinato de amônio, foi possível observar inibição no crescimento e 
desenvolvimento de embriões somáticos nas concentrações de 5, 10 e 15 mg/L.Nossos 
resultados sugerem que o protocolo de indução de embriogênese somática de mamoeiro 
testado foi reproduzível, e apresentou uma alta frequência na indução de embriões 
somáticos secundários. O sistema Bar/Glufosinato de amônio (GA) para a seleção de 
embriões transgênicos de mamoeiro, deve ser realizado em concentração igual ou superior 
a 5 mg/L de GA. 
 
INTRODUÇÃO 
O Brasil é o principal produtor mundial de mamão, sendo responsável por 10% da área 
plantada e 25% da produção mundial em 2006 (FAO, 2007), o que mostra uma alta 
produtividade da cultura no país que é quase três vezes superior à média mundial. O valor 
da produção nacional de mamão em 2005 foi de 763 milhões de reais (IBGE, 2006). Em 
nível nacional, temos como grandes destaques o estado da Bahia, responsável por 50% do 
mamão produzido no país, e por 40% da área cultivada, seguido pelo Espírito santo com 
40% da produção e 30% da área cultivada (IBGE, 2006). Atualmente, as variedades de 
mamoeiro mais cultivadas comercialmente pertencem aos grupos Solo e Formosa. As 
variedades do grupo Solo são exploradas em várias regiões do mundo, por produzirem 
frutos preferidos no processo de exportação, com tamanho menor (Dantas e Oliveira, 2009). 
O desenvolvimento da cultura do mamoeiro tem sido limitado por fatores relacionados à 
natureza dióica, heterozigose, à suscetibilidade a doenças e à falta de métodos comerciais 
de multiplicação vegetativa. Nas últimas décadas, diversas técnicas de biotecnologia têm 
sido empregadas com sucesso em apoio a programas de melhoramento do mamoeiro, tais 
como resgate de embriões, cultura de anteras, isolamento e cultivo de protoplastos, 
produção de sementes artificiais, micropropagação, marcadores moleculares e 
transformação genética (Oliveira, 1996).  
A propagação do mamoeiro pode ser feita através de sementes, estacas, enxertia ou ainda 
utilizando as técnicas de cultura in vitro. Neste último caso, plantas são regeneradas via 
organogênese ou embriogênese somática, podendo-se obter milhares de mudas com alto 
padrão de qualidade e condições fitossanitárias aceitáveis (Lima,2003). 
A Embriogênese somática é, portanto, o meio pelo qual células somáticas se desenvolvem 
em estruturas que se assemelham aos embriões zigóticos (isto é, bipolar e sem conexão 
vascular ao tecido parental) com uma série de estádios embriológicos característicos, sem 
fusão de gametas (Jiménez, 2001). A embriogênese somática tem sido bem estudada em 
vários cultivares comerciais de mamoeiro. Entre as dificuldades apresentadas na literatura 
está a falta de sincronização nos processos de maturação dos embriões, o surgimento de 
anomalias (embriões isolados entre si, ausência de meristema apical, cotilédones fundidos), 
baixas taxas de germinação e hiperidricidade (Koehle, 2004). 
A embriogênese somática também tem sido bem documentada para outras espécies do 
gênero, tais como Caricastipulata V.M. Badillo (Litz e Conover, 1978), 
CaricapentagonaHeilborn (Vega de Rojas e Kitto, 1991; Jordan e Velozo, 1997), e 
CaricapubescensLenné& C. Koch (Jordan e Velozo, 1996; 1997), todas pertencentes a um 
grupo de espécies conhecido como “papayashighland”, particularmente comuns em algumas 
regiões subtropicais (Cardenas, 1989). O interesse nessas espécies reside principalmente 
na procura de genes de resistência a doenças e tolerância a baixas temperaturas (Koehler, 
2004). Nas vários cultivares, embriões somáticos de mamoeiro já foram induzidos a partir de 
explantes de pecíolos, caules, folhas, raízes e embriões zigóticos (Chen., 1987; Fitch 
&Manshardt, 1990; Yang & Ye,1992; Fitch, 1993; Khatoom& Sultana, 1994; Mondal, 1994).  
O presente trabalho teve como objetivo induzir e desenvolver calos e embriões somáticos da 
variedade de mamoeiro Sunrise a partir de sementes oriundas de frutos imaturos de mamão 
presentes no BAG de mamão (Banco Ativo de Germoplasma) situado na Embrapa 
Mandioca e Fruticultura. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
Os frutos imaturos com aproximadamente 90 a 120 dias foram coletados no BAG (Banco 
Ativo de Germoplasma), lavados com água corrente e hipoclorito 2%, e posteriormente, 
encaminhados para câmara de fluxo laminar, onde foi realizado o processo de desinfestação 
em condições assépticas. As sementes foram retiradas dos frutos com auxilio de uma pinça 
e bisturi e logo em seguida colocados dentro de um béquer. A desinfestação foi realizada 
em solução de etanol 70% durante cinco minutos, solução comercial de hipoclorito de sódio 
1% por 25 minutos, seguido de 4 enxagues com água destilada autoclavada. 
Após as sementes serem desinfestadas, os embriões zigóticos foram retirados com auxilio 
de lupa, pinça e bisturi dentro da câmara de fluxo laminar e em condições assépticas. 
Posteriormente, os embriões zigóticosforam inoculados em placas de petri contendo 15 ml 
de meio de cultura. O meio de cultura foi composto de 1/2MS suplementado com 10mg/L de 
2,4-D (ácido diclorofenoxiacético), 60g/L de sacarose, 10ml/L de  vitamina de mamão (L-
Glutamina, myo-inositol, thiamina, glycine, ácido nicotínico e piridoxina), 8g/L de ágar e pH 
5,8 (Cai et al. 1999). 
Após 4 a 5 semanas dos embriões zigóticos em meio de indução, os calos contendo 
embriões somáticos primários foram transferidos para membrana de nitrocelulose e 
esmagados com o auxílio de uma espátula. As membranas contendo as células 
embriogênicas provenientes dos embriões somáticos primários foram inoculados em novos 
meios de indução. Todas as placas de petri contendo os embriões e calos foram mantidas 
no escuro a ±25º C de temperatura. O experimento de indução de embriogênese somática 
foi repetido por duas vezes para que fosse avaliada a capacidade de reprodutibilidade do 
protocolo em questão. 
Para o estabelecimento da curva de seleção com calos embriogênicos de mamão utilizando 
como agente seletivo glufosinato de amônio, foram selecionados calos com 
aproximadamente 60 dias que continham embriões somáticos secundários em estágios 
mais avançados. Estes embriões foram macerados em membrana de nitrocelulose e, em 
seguida, transferidos para meio de indução contendo diferentes concentrações do referido 
herbicida. As concentraçõs usadas foram 0; 1; 2,5; 5; 10 e 15 mg/L. Para cada tratamento 
realizou-se triplicatas. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
A formação de calos contendo embriões somáticos primários iniciou-se três a quatro 
semanas após a inoculação in vitro dos explantes, contudo pode-se observar um maior 
número de explantes em estádios mais tardios (torpedo e cotiledonar) após cinco semanas 
de cultivo. Resultados semelhantes foram observados por Cai et al. (1999), em que se 
induziu embriogênese somática de mamoeiro cv. Sunrise Solo utilizando a mesma 
composição do meio de indução. Em ambos os trabalhos pode-se observar, calos contendo 
embriões com coloração amarelo-pálida. 
Após cinco semanas de cultivo em meio de indução, os embriões somáticos primários foram 
excisados dos embriões zigóticos e inoculados novamente em meio de indução fresco. 
Contudo, os embriões excisados foram inicialmente esmagados em membrana de 
nitrocelulose com o auxílio de uma espátula e, em seguida, a membrana contendo as 
células embriogênicas provenientes dos embriões somáticos esmagados foi transferida para 
um novo meio de indução. Após 3 a 4 semanas em meio de indução, pode-se observar a 
formação de embriões somáticos em estádios avançados (torpedo e cotiledonar). Num 
mesmo calo embriogênico pôde-se observar embriões em estágios distintos (Almeida, 
2001). Os embriões secundários foram produzidos a partir das células embriogênicas 
expostas com o esmagamento dos embriões somáticos primários (Figura 1). A frenquência 
de embriões somáticos secundários obtidos foi aumentada sensivelmente em relação à 
frenquência de embriões somáticos primários. Resultados semelhantes FORAM observados 
por Fitch et al. (1990) e Cai et al. (1999).  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Regeneração de embriões somáticos de mamoeiro cv. Sunrise Solo obtido em meio de 
indução suplementado com 10 mg/L 2,4-D (Cai et al., 1999). A e B. Embriões somáticos 5 semanas 
após a inoculação em meio de indução em diferentes estágios de desenvolvimento (torpedo e 
cotiledonar). C e D. Embriões somáticos maduros6 a 7 semanas após a inoculação em meio de 
indução. 
 
O experimento da curva de seleção com o herbicida glufosinato de amônio teve como 
objetivo principal encontrar uma dosagem adequada para inibir o crescimento das células 
embriogênicas, e consequente inibição do desenvolvimento de embriões somáticos. Esta 
análise é fundamental para o desenvolvimento de um protocolo de transformação genética 
eficiente que visa encontrar um sistema adequado para selecionar células transformadas de 
células não transformadas. 
Para o estabelecimento do experimento, calos embriogênicos com 60 dias foram 
esmagados em membrana de nitrocelulose, e transferidos para meio de indução com 
diferentes concentrações de glufosinato de amônio. Após 20 dias de inoculação os calos 
foram avaliados visualmente; estas avaliações foram realizadas a cada semana durante 60 
dias. Ao final do experimento foi possível observar inibição no crescimento e 
desenvolvimento de embriões somáticos nas concentrações de 5, 10 e 15 mg/L. Contudo, 
os tratamentos com 10 e 15 mg/L os calos não só deixaram de se desenvolver como 
apresentaram um alto grau de oxidação. Provavelmente, essa oxidação foi devido à alta 
concentração do herbicida (Figura 2). Resultados semelhantes foram encontrados por 
Souza Junior et al. (2001), em que foi possível observar a paralisação total no 
desenvolvimento dos embriões somáticos primários e secundários em concentrações acima 
de 5 mg/L de glufosinato de amônio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Curva de seleçãode calos embriogênicos de mamoeiropresentes em meio suplementado 
comdiferentes concentrações de glufosinato de amônio (GA). A. Meio de indução suplementado com 
diferentes concentrações de GA (0; 1,0; 2,5; 5,0; 10 e 15 mg / L). B. Calo oxidado em meio de 
indução com 5 mg/L de GA. C. Calos embriogênico em meio de indução sem GA. 
 
CONCLUSÕES 
Nossos resultados sugerem que o protocolo de indução de embriogênese somáticade 
mamoeiro testado foi reproduzível, e apresentou uma alta frequência na indução de 
embriões somáticos secundários. 
O sistema Bar/Glufosinato de amônio (GA) para a seleção de embriões transgênicos de 
mamoeiro, deve ser realizado em concentração igual ou superior a 5 mg/L de GA. 
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